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1 . は じ め に
Coriolus versicolor に よ る リ グ ニ ン
分解酵素の生産 お よ び酵素の性質
川 口 浩一， 星野 一宏， 諸橋 昭一， 笹倉 寿介
地球上で広大な 面積 を 占 め て い る 未利用 な 広葉樹林， ひ の き や杉 な ど の 人工林に お け る 切 り 株 な ど
の 残材， 木材加工場 に お け る 廃材 な ど セ ル ロ ー ス 系ノ ぜ イ オ マ ス は 年 間数十億 ト ン に 達す る と い わ れて
い る 。 こ れ ら の 木材資源 は ， セ ル ロ ー ス ， へ ミ セ ル ロ ー ス ， お よ び リ グニ ン よ り 構成 さ れ， 莫大な炭
水化物 と エ ネ ル ギー を 含ん でい る 。 こ の た め に ， 近年， 石 油 資源 の枯渇 と と も に こ れ ら 未利 用 な バ イ
オ マ ス の有効 利 用 が地球的規模で話題 と な っ て い る 。 本研究室では， 数年前 よ り セ ル ロ ー ス お よ びへ
ミ セ ル ロ ー ス の有効利用 に 関す る 研究 を 行 っ て お り ， そ の 一貫 と し て 本研究では， 担子菌 ( キ ノ コ ) に
よ る リ グニ ン の有効利用 を 最終 目 標 と し て ， リ ク*ニ ン 分解 関連酵素 の生産 に つ い て 検討 し た 。
担子菌 は ， 自 然 界物質循環に お い て 木材の構成成分 であ る リ グニ ン の還 元者 と し て役割 を 担 っ て い
る 。 つ ま り ， リ ク事ニ ン を 資化， も し く は 分解す る 能力 を 有 し て い る 。 こ れは 担子菌 に よ り 菌 体外へ分
泌 さ れ る 酵素 に よ っ て 行 わ れ る 。 本研究 で使用 す る 担子菌 ， す な わ ち 白 色腐朽菌 Coriolus versiヒolor
は ラ ッ カ ーゼ， リ クーニ ン パー オ キ シ ダーゼな ど リ グニ ン 分解 に 関連 し た 酵素 を 生産す る 。 両酵素 は 天
然 ポ リ マー であ る リ クーニ ン に 対 し て ど の よ う に 作用 を 及 ぼす か は 複雑 な 反応が 多 い た め完全に 解 明 さ
れ て い な い が， リ グニ ン 分解 に 必須 な 酵素 で あ る 。 そ こ で， ま ず こ れ ら の酵素 を 効率良 く 生産 さ せ る
た め に C. versicolor を 液体表面培養 し ， ラ ッ カ ーゼ， リ グニ ン パー オ キ シ ダーゼの生産特性に つ い て
検討 し た 。 さ ら に ， こ れ ら の酵素 を 有効 利 用 す る た め に ， 各酵素 を 分離精製 し ， そ の性質 に つ い て も
し た 。
2 . 材料 と 方法
2 . 1 使 用 菌 株
本研究では 担子菌 と し て 白 色 腐 朽 菌 Coriolus versicolor IFO 4937 ( lnstitute of Fermentation， 
Osaka， }apan ) を 使用 し た 。
2 . 2 培 聾 法
本研究で使用 し た液体培地の組成 を以下に示す。 グル コ ー ス ; lOg/l ， ポ リ ベ プ ト ン ; lOg/l， KH2P04 
; 1 . 5g/l， MgS04 ・ 7H20 ; O . 5g/l， チ ア ミ ン 塩酸塩 ; 2 .  Omg/l， CUS04 ・ 5H20 ; 16mg/l 。 培 地 の
pH は 塩酸 に よ り 5 . 6 に 調節 し ， 準備 し て お い た メ リ ク ロ ン 用三角 フ ラ ス コ ( 100ml ) に 25ml ずつ加 え
た 。 こ れ ら を 1210C で15分 間 オ ー ト ク レ ー プす る こ と に よ り 滅菌 し た 。 冷却後， 継代培養 し て お い た
ベ ト リ デ ィ ッ シ ュ よ り 菌 糸 を 採取 し ， ホ モ ジ ナ イ ザー を 用 い て 生理食塩水に 懸濁 さ せ る 。 そ の 懸濁 液
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を 三角 フ ラ ス コ に 等 量殖菌 す る こ と に よ り 培養 を 開 始 し た 。 培 養 は 280C に 制 御 さ れ た イ ン キ ュ ベー タ
ー 内 で 静置 し て 行 っ た 。
2 . 3  乾燥菌体重量
各サ ン プ リ ン グ 時 間 ご と に 菌 体 の 増 殖 を 調べ る た め ， 培養 し た フ ラ ス コ 内 の 乾燥 菌 体重 量 を 測定 し
た 。 具体的 に は ， ろ 紙 ( 東洋 ろ 紙 No. 131 ) を 用 い て 三角 フ ラ ス コ 中 の 菌 体 と 培養液 を 分離 し た 。 そ
の 後， 乾燥菌 体重 量 は ， ろ 紙上 の 菌 {本 を 蒸留 水 で 5 � 6 回 洗浄 し ， 800C で一 晩乾燥 し て 秤 量す る こ と
に よ り 調べ た 。 こ の 重 量 を 培養 液 の 体積 で割 っ た 値 を 乾燥 菌 体 濃 度 と し て 使 用 し た 。
2 . 4 酵 素 活 性
2 . 4 . 1 ラ ッ カ ー ゼ活性 ラ ッ カ ーゼ活性 は 反 応 基 質 で あ る シ リ ン グ ア ル タ γ ン の般化速度 よ り 測
定 し た 。 活性 は 527nm に お け る |吸収の増加 を 分光光度計 を 用 い て 測定す る こ と に よ り 行 っ た 。 反 応 は 分
光光度計の セ ル 中 で以下 の 試料 を 加 え る こ と に よ り 行 っ た 。 O . lM酢酸緩衝液 ( pH 6 . 0 ) 2 . 8ml， 0 . 1 % 
シ リ ン グア ル ダ ジ ン エ タ ノ ー ル 溶液 O . lml， 培養液 O . lml 。 ラ ッ カ ー ゼ 活 性 1 kat は 反 応 基 質 で あ る
シ リ ン グア ル 夕、 ジ ン を 1 秒間 に 1 mol 酸化す る 酵素量 と 定義 し た 。 ま た ， ラ ッ カ ー セ、活性 は シ リ ン グ
ア ル タ γ ン 酸化物 の 分子 眼光係 数 65 . 000M- 1 • cm- 1 を 使用 す る こ と に よ り 計算 し た 。
2 . 4 . 2  リ グ ニ ン パ ー オ キ シ ダ ー ゼ活性 リ ク守ニ ン パー オ キ シ タ ー セゴ舌性 は Tien & Kirk 法1) に
改 良 を 加 え た 方法 を 用 い て 測定 し た 。 反 応 は O . lM グ リ シ ン 一 塩醍緩衝液 ( pH 3 . 0 ) 1 . 5ml ， 12mM ベ
ラ ト リ ル ア ル コ ー ル 0 . 5ml， 0 . 3mM 過酸化水素 水 0 . 5ml， 培養液 0 . 5ml を 順 に加 え て 行 っ た 。 ラ ッ カ
ー ゼ活性 と 同 様に ， 分光光度計 を 用 い て 310nm に お け る 吸収 の 増加 を 測 定 し た 。 リ クv ニ ン パー オ キ シ
ダ ー セ、活性 1 kat は 1 秒 間 に 1 mol の ベ ラ ト リ ル ア ル コ ー ル を ベ ラ ト リ ル ア ル デ ヒ ド に 変 換す る 酵素
量 と 定義 し た 。 ま た ， 活性 の 計算 に は 生 成 物 で あ る ベ ラ ト リ ル ア ルデ ヒ ド の 分子 吸光係数 9 ， 300M- 1 •
cm- 1 を 使 用 し た 。
2 . 5  リ グ ニ ン分解酵素の分離精製
培養液 中 の 酵素 を 分離精製す る た め ， 弱 陰 イ オ ン 交換体であ る DEAE-Toyopearl 650M を 用 い た イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 カ ラ ム の 高 き は 50cm， 直径 1 . 5cm で あ る 。 キ ャ リ ア ー と し
て 50mM リ ン 酸緩衝液 ( pH 7 . 0 ) を 使用 し た 。 各酵素の洛出 は塩化ナ ト リ ウ ム の濃度 をi主続的に 0 . 5M
ま で徐々 に 増加 さ せ る こ と に よ り 行 っ た 。 ま た ， 流速 は 1 . 30ml/min， 分画体積 は 2 . 5ml/tube で行い，
1 20本 に 分画 し た 。
2 . 6  ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル電気泳動
2 種 の リ グ ニ ン 分解酵素 の 分子 量 測 定， お よ び分離精 製 後 の酵素 の 純度 を 調べ る た め に ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲル電気泳動 を 行 っ た 。 電気泳動 は ア ト 一 社 製 の 電気泳動 キ ッ ト を 使 用 し ， 標 準 タ ン パ ク 質
と し て の 分 子 量マ ー カ ー キ ッ ト MW-SDS-70 ( シ グマ 社 ) を 使 用 し た 。 ま ず ， DEAE-Toyopearl に
よ り 分離 し た 酵素液 を 脱塩す る た め に ， 透析 を 行 っ た 。 次 に ， 酵素液 を 濃縮 す る た め に 限 外 ろ 過 ユニ
ッ ト ( ア ド パ ン テ ッ ク 社 ) に よ り 約 1 mg-protein/ml に な る ま で濃 縮 し た 。 こ れ ら の 処理 を し た 後，
分 離 ゲル と し て 10% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル を 用 い て 電気泳動 を 行 っ た 。 ま た ， ì永動 後 の 染 色 は ク マ
ジ ー ブ 1) リ ア ン ト ブ ルー G に よ り 行 っ た 。
2 . 7  そ の他の定量
培養液の 残 存 グ ル コ ー ス 濃度， お よ び過 酸化水素 濃 度 は そ れ ぞれ酵素法2) に よ り 測 定 し た 。 ま た ，
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プ ロ テ ア ー ゼ活性 は カ ゼ イ ン の加 水分解 よ り 測 定 し た 。
3 . 結果 お よ び考察
3 .  1 C. versicolor の培養 お よ び酵素生産
図 1 は ， C. versicolor を 液体表面培養 し た と き
の菌体の増殖， ラ ッ カ ーゼ， お よ び リ ク、、ニ ン パー
オ キ シ ダーゼ活性， 培養液の炭素 源 ( ク、、ル コ ー ス )
濃度， プ ロ テ ア ー ゼ活性， pH 値の 経時変化 を 示
し て い る 。
菌体は培養 6 日 目 よ り 炭素源 の消 費 に 対応 し て
増 殖 し ， 培養10 日 目 に お い て グル コ ー ス の枯渇 と
と も に 増 殖 は 乾燥菌体重 量 で約 5 g/l に 達 し ， 完
全に停止 し た 。 培養液の pH は 5 . 6か ら 菌体の増殖
に と も な っ て 低下 し ， 増 殖が停止 し た 培養10 日 目
に は4 . 5 ま で下がっ た 。 し か し ， そ の 後酵素 の 蓄
積 と と も に 6 . 0 � 6 . 5 ま で再ぴ上昇 し た 。 ま た ， 定
常期 に は ラ ッ カ ー ゼ， お よ び リ ク、、ニ ン パー オ キ シ
タゃーゼが培養液中 へ分泌 さ れ， 菌体の重 量 は 徐 々
に 減少 し た 。
ラ ッ カ ー ゼ， お よ び リ ク守ニ ン パー オ キ シ 夕、、ー セ守
活性 は ， 培養16 日 目 に 最大 と な り そ れ ぞれ約1 . 6，
お よ び 0 . 45nkat/ml に達 し た 。 し か し ， 培養16 日
以 後 こ の 2 種の リ グニ ン 分解酵素 の 活性 は と も に
減少傾 向 を 示 し た 。 こ れ は 菌体の増殖 と と も に 生産 さ れ る プ ロ テ ア ーゼに よ る 酵素分解， リ クホニ ン 分
解酵素 の分泌 と と も に 培養液中 に 放 出 さ れ る 過酸化水素に よ る 失活な どが原 因 と 考 え ら れ る 。 特に， 培
養液 中 の 過酸化水素 の蓄積 は 培養16 日 目 以 降， 約 1 . 7mM と 非常 に 高 し こ の蓄積が リ ク、、ニ ン 分解酵
素 活性 の 減少 に お け る 主 な 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。 以上の結果 よ り ， 表面培養法 に お い て リ ク、、ニ ン
分解酵素 を 得 る に は ， 約 16 日 間培養後に 培養液 を 回収す る と 効率が良 い と わ か っ た 。 ま た ， 酵素 の安
定性 を 上げ る た め に は ， 生成 し た 過酸化水素 を 常温で分解す る 酸化マ ン ガ ン ( N ) ， カ タ ラ ーゼな ど
を 添加 し て 培養 を 行 え ば よ い と 考 え ら れ る 。 ま た ， 今 回 は 報告 し な い が， さ ら に 効率良 く リ ク、、ニ ン
分解酵素 を 得 る 手段 と し て ， 炭素源 に グ リ セ ロ ー ル を 用 い る 方 法， あ る い は ナ リ ン ギ ン や ノ fニ リ ル
ア セ ト ン な ど リ クーニ ン の単位構造物質 を 誘導剤 と し て 使用す る 方法が良 好で、あ る と い う 結果 を 得て い
る 。 3)
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3 . 2  酵素の分離精製
次 に ， リ クゃニ ン 分解酵素 の性質 を 調べ る た め， C. versicolor を 表面培養法に よ り 培養 し た と き 得 ら
れ た 粗培養液か ら 2 種の リ グニ ン 分解酵素 の分離精製 を 試み た 。 ま ず， 2 種の リ ク、、ニ ン 分解酵素 を 分
離す る た め， 硫安沈殿法に よ り 培養液 を 濃縮 し た 後， DEAE�Toyopearl 650M を 用 い た イ オ ン 交換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 図 2 は ， 各 フ ラ ク シ ョ ン に お け る 溶 出 液 の紫 外吸収お よ び ラ ッ カ ーゼ，
リ ク、、ニ ン パー オ キ シ ダーゼ活性 を 示 し て い る 。 ピ ー ク I は ゲルに 吸着 し な か っ た タ ン パ ク 質 を 示 し ，
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食塩 グ ラ ジ ェ ン ト に よ る 吸着 タ ン パ ク 質 の 溶 出 は ， こ の 吸着 し な か っ た タ ン パ ク 質が完全 に 排 除 さ れ
た 分画数40番 目 よ り 行 っ た 。 食塩洛 出 開始後， 紫 外吸 収 の 測 定 に よ り II � V の 4 つ の ピ ー ク が確 認 で
き た 。 ラ ッ カ ー ゼ は 吸着 し な か っ た ピ ー ク 1 ， お よ び III で検 出 さ れ た 。 ま た ， リ ク、 ニ ン パー オ キ シ ダ
富 山 大学工学部紀要 第46巻
[柏田園\山吉
一括巴]
1 0  
組
理
中
長
音、
11'\ 
5 
[国]
-u d Z
05 52ペ
J
OG
- J 
「 J 1 4 1 1 J
it
vn
T 片 付 一
一 パ
ハ 1 3 1
/
1 1 2 J 
ri
-- i 11iz--、
官 民 正 引FE--AVBEEs-' 
. 吸光度目o .m 
r一一司 . ラ ッ カ ー ゼ
・一ー一司・ . リ グニ ノ パ ー オ キ ン ダ ー ゼ
N 
1 .0 
。 5
[]
az由
民ω出来志
。。。
。 1 ∞  50 
分 画 数 [ - J
DEAE-Toyop巴arl に よ る リ クゃニ ン 分解酵素 の分離精製図 2
び一
。
キ
よむ
オた
お
y u
-
き
じ白
川守
臼副
ン
か
6U
ニと
li
、
川仙
の
グ
こ
r麦
リ
る
はりび
す
才
一 一
ょ
こ
そ相
お
船
出霊
'1
2j
} 
刊
で
セ児
、 イ
水
一
口
市留ヵけ づノ一三
パソ/
一 姐
ゼ
が
ラム
一
液
'
L
タ
養ち
れ
シ音でぞキか
がれ
オ
れ
とそ
一ら
こし
パ得
る較
ンザ
す比
二
よ
去と
グ
1
除液
リや
を養
ぴ
川 市
質培
よれ物たお日子
つ
れカ
一い
イ
と
けン
変
1
分。
，一
P分
行
さツ
タ用フ
こ
おニの
叩
りす
ゼ恥
低み
出ラ
シ
を
ラる
にグ性白よ一
不一5
の
検るキ凡グ
き
階リ活
。にをカ
λ中過
みあオ
到ト
で段
ぴ比る過
性ツ
汁液ろ
ので
一
明マ離
各よ
のあろ活ラ
ト
養
は
で素
パ
明ロ
分
のおゼ
で
を
比の
け
培
性
W酵
ン氏
クに
製
'
一果
液の
いり活
ク解
ニ
γ換易
o精
ゼダ
結
養液養m
よ比
一
分
グ
M
交容た
'一
シ
た培
養培川
町に
の
ピン
リE
ンり
つ
は
カキしと培た
h作ぞ
はニ
とD
オよか
1
ツオ一
不体
たし加操
一
ゼ
グ
ゼ
は
イにわ表
ラ一
を菌し
過旧
のタ
一リ一
ゼ
た一が
るパ
化は離ろ
0.こシ
精 製 の 各 段 階 に お け る リ ク、 ニ ン 分解酵素 の 比活性
ラ ッ カ ー セゃ比活性 リ ク、 ニ ン パー オ キ シ ダー ゼ
[nkat/mg-pro .J 比活性 [nkat/mg-pro.J
Step 1 0 . 662 ( 1  ) 0 . 018 ( 1 )  
Step 2 0 . 946 ( 1 . 4 )  0 . 163 ( 9 . 1 )  
Step 3 4 . 01 ( 6 .  1) 0 . 718 ( 39 . 9 )  
Step 4 64 . 5  ( 97 . 4 )  67 . 6  ( 3760 ) 
表 1
Step 1 ; ろ 過 ( 粗酵素 液 )
Step 2 ; 透析
Step 3 ; 硫安沈殿法に よ る 濃 縮
Step 4 ; DEAE.Toyopearl に よ る 分離精 製
( ) は step 1 の 比 活性 を 1 と し た 相対比活性
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ま た ， Step 3 は Step 1 の 培養液に つ い て硫安沈
殿， お よ び、透析 を 行 っ た 後 の 比活性 を 示す 。 こ
の操作は培養液中 の低分子物質， お よ び担子菌
に よ り 生産 さ れ た 可溶性 の 高分子 な ど を 除去 し
た 比活性 を 示 し ， ラ ッ カ ー ゼ， お よ び リ ク、、ニ ン
パー オ キ シ ダーゼの 比活性は Step 1 と 比較 し て
そ れ ぞれ約 6 お よ び， 40倍 に 増 大 で き た 。 さ ら
に ， Step 4 は Step 3 で得 ら れた酵素液を DEAE­
Toyopearl に よ り 分離精製 し た 後の 比活性 を 示
す 。 比活性 は 粗培養液に 比較 し て ラ ッ カ ー ゼで
は 約100倍， リ ク、、ニ ン ノ fー オ キ シ ダー ゼ で は 約
3700倍 と 極め て 活性の高 い 酵素 を 得 る こ と が で
き た 。 し た がっ て， DEAE-Toyopearl を 用 い た
イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 得 ら れ た
ラ ッ カ ーゼ， お よ び リ グニ ン パー オ キ シ 夕、ーゼ
は 極め て 純度が高 い と 予 想 さ れ る 。
3 . 3  リ グ ニ ン分解酵素の性質
3 . 3 . 1 リ グ ニ ン 分解酵素の分子量
ラ ッ カ ーゼ， リ ク、ニ ン パー オ キ シ ダー ゼの分
子量 を 決定す る た め， DEAE-Toyopearl で分離
し た ピ ー ク III ， N の 各分離濃縮液 を 用 い て ポ リ
ア ク リ ルア ミ ド ゲ、ル電気泳動 を 行 っ た 。 図 3 は ，
電気泳動 を 行 っ た 後の結果 を 示す 。 レ ー ン A は
ピ ー ク W の リ ク、ニ ン パー オ キ シ ダー ゼ， B は ピ
ー ク 皿 の ラ ッ カ ーゼ を 電気泳動 し た 結果 で あ る 。
ま た ， レ ー ン C は 分離前の粗酵素溶液， D は 分
子量マー カ ー の結果 を 示す 。 図 4 は 分子量マー
カ ー の分子量 と 移動距離の関係 を示す。 こ の図 を
用 い て A お よ び B の タ ン パ ク 質 の 電気泳動値 を
比較す る こ と に よ り ラ ッ カ ーゼ， リ グニ ン パー
オ キ シ ダーセ、の分子量 は ， そ れ ぞれ約38 ， 000，
42 ， 000 であ る こ と がわか っ た 。 ま た ， 図 3 の電
気泳動 の 結果 よ り ， 2 種の リ クqニ ン 分解酵素 の
バ ン ド が単一 で、あ る こ と か ら も 極め て 高純度に
精 製 で き て い る こ と が確認 で き た 。
3 . 3 . 2  リ グ ニ ン分解酵素の至適温度
図 5 は DEAE-Toyopearl に よ り 分離精 製 し
た 後 の ラ ッ カ ーゼ ( ピー ク III ) ， お よ び リ ク、、ニ
ン パー オ キ シ ダー ゼ ( ピ ー ク N ) の至適温度 を
示 し て い る 。 こ の 図 よ り 至適温度 に お い て 両酵
素 と も 大 き な 差 は 見 ら れ ず ， ラ ッ カ ー ゼ で は
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400C ，  リ クホニ ン パー オ キ シ ダーセ守では500C であ
る こ と がわ か っ た 。 ま た ， 両酵素 と も 約500C 以
上 よ り 急 激 に 活 性 が 減 少 し た 。 し た が っ て ，
C. versicolor iこ よ り 生産 さ れ る 2 種類 の リ クゃニ
ン 分解酵素 は 400C ま で利 用 で き る と 考 え ら れ る 。
3 . 3 . 3  リ グ ニ ン分解酵素の至適 pH
図 6 は リ ク、ニ ン 分解酵素 の 至適 pH を 調べ た
結果 で あ る 。 各酵素の至適 pH は リ ク、、ニ ン パー オ
キ シ ダーセ守では pH2 . 5， ラ ッ カ ーゼで は pH4 . 5
と な っ た 。 ま た ， こ の 図 よ り リ ク、、ニ ン ノ fー オ キ シ
ダー ゼ と ラ ッ カ ー セ万三 同 時 に 反応す る pH 域は
約3 . 5 � 4 . 5 と 非常 に 狭 い こ と が わ か っ た 。 し た
か、 っ て ， 粗酵素液 を 用 い て 反応 を 効率良 く 行 う
た め に は ， 2 種の 酵素が と も に 働 く よ う に 培養
液 の pH を 3 . 5 � 4 . 5 で コ ン ト ロ ー ルす る 必要が
あ る と 考 え ら れ る 。
3 . 3 . 4  リ グ ニ ン分解酵素の pH 安定性
図 7 は ラ ッ カ ーゼ， お よ び 1) ク、、ニ ン パー オ キ シ
ダ、ーセボの pH 安定性 を 示 し て い る 。 各 pH に 調
節 し た 酵素液 を 1 時 間 ， 1 日 ， お よ び 1 週 間 後 に
そ れ ぞれの酵素 活性 を 測定 し た 結果 で あ る 。 活
性 は 初 期 の 活性値 を 1 と し た 相対活性で示 し た 。
こ の 図 よ り リ クボニ ン ノ fー オ キ シ ダー ゼは ， 特 に
pH 5 以上の 中性， ア ル カ リ 性領域に お い て不安
定 な 酵素 であ る こ と がわ か っ た 。 ま た ， ラ ッ カ
ー ゼに つ い て は リ ク、、ニ ン パー オ キ シ ダー ゼ と は
対 照 的 に ， pH 4 以下の 弱酸性領域で失活が速か
っ た が pH 8 前後に お い て は 全 く 失 活 す る こ と
な く 極め て安定であ る こ と がわ か っ た 。 こ の結果
よ り ， ラ ッ カ ーセ? を 生産す る 場合は 菌体の増殖
が停 止 し た 後， 培養液の pH を 8 前後に ， リ グ
ニ ン パー オ キ シ ダーゼの場合は3 . 5前後に 調節 し
て 培養す る こ と に よ り そ れ ぞ れ の リ クゃニ ン 分解
酵素 を 別 々 に 生産 で き る も の と 考 え ら れ る 。
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図 7 リ クゃニ ン 分解酵素 の pH 安定性
( 1 ) 白 色腐朽菌 C. versicolor を 液体表面培養す る こ と に よ り ラ ッ カ ーゼ， お よ び リ ク、、ニ ン パー オ キ シ
夕、 ー ゼの最大酵素活性 は そ れ ぞれ約1 . 60， お よ び 0 . 45nkat/ml に 達 し た 。
(2) 培養液 中 の ラ ッ カ ー ゼ， お よ び、 リ クQニ ン パー オ キ シ ダーゼは ， DEAE-Toyopearl を 用 い た イ オ ン
交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 容易 に 分離精製 で き た 。
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(3) C. versicolor に よ り 生産 さ れ る ラ ッ カ ーゼ， お よ び リ ク、、ニ ン パー オ キ シ ダー ゼの分子 量 は ， そ れ
ぞれ約38 ， 000， お よ び42 ， 000 であ っ た 。
(4) ラ ッ カ ーゼの至適温度 は 40.C ， 至適 pH は 4 . 5 であ っ た 。 ま た ， リ グニ ン パー オ キ シ ダーゼの至適
温度 は50.C ， 至適 pH は 2 . 5であ っ た 。
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P rod uction and Characterization of L igninolytic Enzymes 
by Co riolus versicolor 
Kouichi Kawaguchi， Kazuhiro Hoshino， Shoichi Morohashi 
and Toshisuke Sasakura 
It has been reported that C. versicolor produces extracellarly lignin-decomposing enzymes such 
as laccase and lignin peroxidase. In order to achieve the high yield of two enzymes， we 
cultured the fungi by the surface culture method， investigated the production of enzymes 
Moreover， purification and characterization of these enzymes were also investigated. As a 
result， the activities of laccase and lignin peroxidase achieved about 1 . 60， and O .  45nkat/ml， 
respectively. Further， it was found that two enzymes could be purified easily by DEAE­
Toyopearl and the molecular weights of laccase and lignin peroxidase were estimated to be 
38 ， 000， 42 ， 000， using electrophpresis， respectively. 
〔 英文和訳〕
Coriolus versicolor に よ る リ グ ニ ン
分解酵素の生産 お よ び酵素の性質
川 口 浩一， 星 野
一
宏， 諸橋 昭
一
， 笹 倉 寿 介
白 色腐朽菌 C. versicolor IFO 4937 は ， 木材 中 の リ ク。ニ ン を 分解す る ラ ッ カ ー セや リ ク、、ニ ン パー オ
キ シ ダーゼ を 生産 す る と 報告 さ れ て い る 。 本研究 で は ， よ り 効率的 な 酵素生産 を 目 的 と し て ， 表面培
養法 を 用 い た リ ク、、ニ ン 分解酵素 の 生産 に つ い て 検討 し た 。 さ ら に ， こ の 2 種 の 酵素 を 分離精製 し ， そ
れ ぞれ の性質 も 検討 し た 。 そ の 結果， 本菌株は 最大酵素活性 で ラ ッ カ ー セ二 お よ び リ ク、、ニ ン パー オ キ
シ ダー セ守 を 1 . 60， お よ び 0 . 45nkat/ml 生産す る こ と がで き た 。 ま た ， 両酵素 は DEAE-Toyopearl を
用 い た イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 容易 に 分離精製 で き た 。 精製 し た ラ ッ カ ー セ二 リ ク、、ニ ン
ノ fー オ キ シ 夕、ーセマの分子量は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル電気泳動 に よ り そ れ ぞ、れ38 ， 000， 42 ， 000 で あ る
こ と か、 わ か っ た 。
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